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ABC ATP-binding cassette 
ASBT apical sodium-dependent bile acid transporter、頂膜ナトリウム依存性胆
汁酸トランスポーター 
ATP adenosine triphosphate、アデノシン三リン酸 
BCRP breast cancer resistance protein、乳癌耐性タンパク質 




DDI drug–drug interaction、薬物相互作用 
DMEM  Dulbeco’s Modified Eagle’s medium 
FaSSIF fasted state simulated intestinal fluid、絶食時小腸内模擬腸液 




HBSS Hank's balanced salt solution 
HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine ethanesulphonic acid 
MCT monocarboxylate transporter、モノカルボン酸トランスポーター 
MRP multidrug resistance protein、多剤耐性関連タンパク質 
Neaa non-esential amino acids、非必須アミノ酸 
OAT organic anion transporter、有機アニオントランスポーター 
4 
 
OCT organic cation transporter、有機カチオントランスポーター 
Papp apparent permeability coefficient、見かけの透過係数 
P-gp P-glycoprotein、P-糖タンパク質 
PS1 Apical側から細胞内への取り込みクリアランス 
PS2 細胞内から Apical側への排出クリアランス  
PS3 細胞内から Basal側への排出クリアランス 
PS4 Basal側から細胞内への取り込みクリアランス 
S.D. standard deviation、標準偏差 
SLC solute carrier 













から飲み込む薬) 、注射薬、外用薬 (軟膏、坐薬、吸入薬、うがい薬など) 、歯科用薬剤に

















































薬物の上皮細胞透過性を in vitro で評価し、ヒト経口吸収率を予測する系として一般
的に実施されているのが Caco-2細胞を用いた透過性試験である (7-10)(図 2) 。Caco-2細胞
はヒト結腸癌由来の細胞株で、培養すると小腸の円柱上皮細胞に似た刷子縁やタイトジャ
ンクションの形態学的特徴を示し、単層の細胞層を形成する。この細胞をトランスメンブレ



















測することが可能になっている (図 3) 。 
 
 
図 3 Caco-2細胞透過性とヒト経口吸収率の関係(14) 
 





結ぶことによって、透過速度 (dQ/dt) が算出される (図 4) 。dQ/dt は、みかけの透過係数 











   (1)  
dQ/dtは薬物の透過速度 (単位時間当たりに Basal側に出現する薬物量) 、 







仮定されている(7, 11, 16, 18)。しかし、Caco-2細胞透過性試験ではしばしば Apical側に薬物
を添加してから Basal側に薬物が出現するまでにラグタイムが認められ、また、インキュベ
ーションの後半には Basal側の薬物濃度推移が頭打ちになり、直線的に増加する時間範囲が
限定的であることが報告されている (図 4) (19-22)。このようなケースでは、1時点の Basal
側濃度のみから正確な Pappを評価することは困難である。 
 





胞の高さを測定した結果、27.2±1.7 μm (平均±S.D.、n=27) であることを報告した(18, 
23)。Caco-2細胞を 24wellプレートで培養することを想定すると、各 wellの表面積 (0.33 































































側、細胞内、Basal 側の 3 つのコンパートメントから成るモデルを使用している(11, 20, 21, 
25-27)。3-コンパートメンモデル以外を使用した例として、Trunらは P-糖タンパク質 (P-gp) 





























さらに、本モデルにおける膜透過クリアランスと Papp との関係を明らかにした。  
Caco-2細胞を用いた Papp評価は、Basal側の薬物量が直線的に増加するという仮定に基づい
ているにもかからず、Basal側濃度が直線的に増加する時間範囲が限定的であることが報告




















































V     (4)  
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    (16)  
 
すなわち、本モデルに基づいてApical側、細胞内、Basal側の薬物濃度推移はそれぞれ2
つの定常状態 (相および相；>) が存在する指数関数式で表現することができた。 
 

























PS2=PS1 × Fu2/Fu1、PS3=PS1 × Fu2/Fu1、PS4=PS1 × Fu3/Fu1と表され、式 (8)‐(16) から以下の















































































































































































































































































































































































































































































































































しく (PS1/Fu1=PS3/Fu2=PS4/Fu3) 、細胞内からApical側への排出クリアランス (PS2) は独立し
た変数と仮定すると、PS3およびPS4はそれぞれPS3=PS1 × Fu2/Fu1およびPS4=PS1 × Fu3/Fu1と表










































































































































































































































































































































































































































































































  (16’’)  
 
2.3 膜透過クリアランスからの Papp算出方法 
Basal側の薬物濃度が直線的に増加することを想定し、シンク条件 (Basal側から細胞内
へのback fluxは無視できる) およびC2が定常状態であることを仮定すると、式 (3) において 
dC2/dt=0 および PS4 × C3=0 となり、式 (17) が得られる。 
 
23211 C)PSPS(CPS0     (17)  
 









   (18)  
 













































式 (1) において、dQ/dt= (V3 × dC3) /dt であることから、Apical側からBasal側へのPapp
































式 (7) において、t≧3/の時、e-t≦となり、式 (7) は以下の式に近似される：
 
)e1(BAC t333
   (21)  
 
















      (22)  
すなわち、C3は 3/≦t≦0.3/の時間範囲では以下の直線式に近似される：
tBAC 333    
 (23)  
24 
 






tAAC 333    
 (24)  











3      (25)  
Basal 側薬物濃度推移におけるラグタイムおよび直線領域に関する模式図を図 7 に示
す。 
 
図 7  Basal側の薬物濃度推移 
 
Basal側濃度推移は C3=A3(1 - e-αt)+B3(1 - e-βt) (式 (7) ) と表され、3/α≦t≦0.3/βの時間
範囲では直線式 C3=A3 - A3 × α × t (式 (24) ) に近似される。Basal側に薬物が出現するまでの
ラグタイムは t=1/α (式 (25) ) である。A3、B3、α、β はそれぞれ式 (12) 、 (13) 、 (14) 、 
























用いて解析解を求めた結果、式 (5)‐(7) に示したように、各部位の濃度推移はそれぞれ 2





























































































































れぞれ Apical 側、Basal 側、細胞内の容量を表し、CA (0) は Apical 側の薬物添加濃度を表




本研究で導かれた解析解である式 (5)‐(7) は、PS1=PS2=PS3=PS4 と仮定した場合、こ
れらの Kenらによる解析解と同一であることが確認された。 
本解析解は、4つの膜透過クリアランス (PS1～PS4) と Apical側、細胞内、Basal側の
容量 (V1～V3) および Apical側の薬物添加濃度 (C1 (0) ) のみによって Apical側、細胞内、
Basal 側の薬物濃度推移 (C1～C3) を記述するものであり、それらのパラメータ値を変化さ
せることにより種々の実験時の各部位の濃度推移シミュレーションが Excel などの表計算
ソフトでも可能になった。これまで Apical側、細胞内、Basal側濃度推移を微分方程式で表












(20, 21, 25, 26, 33-35)。上述の Kenらも、3-コンパートメントモデルにおいて膜透過クリアラ
ンスはすべて等しいと仮定している(20)。P-gpを強制発現させたブタ腎臓近位尿細管由来上






式 (7) を Taylor 展開することにより、Basal 側濃度推移は 3/α≦時間≦0.3/β の条件で
C3=A3 - A3 × α × t (式 (24) ) という直線の式に近似され、Basal側濃度が直線的に増加する時
間範囲は 3/α≦t≦0.3/βであることが明らかとなった。Caco-2細胞透過性試験では通常、1時





の定義に基づくと、本研究からラグタイムは t=1/α (式 (25) ) と表されることが明らかとな











1.  緒言 
1 章において、式 (5)‐(7) に示したように、Caco-2細胞透過性試験における Apical、














Caco-2 細胞の刷子縁膜側には ATP 加水分解エネルギーを利用して薬物を細胞外に排
出する ABC (ATP-binding cassette) トランスポーターとして P-gp(10, 36, 38-41)、乳癌耐性タ
ンパク質 (breast cancer resistance protein; BCRP) (42)、多剤耐性関連タンパク質 (multidrug 
resistance protein; MRP) (43-45)などが、イオン濃度勾配を利用して基質を輸送する SLC (solute 
carrier) トランスポーターとして有機アニオントランスポーター (organic anion transporter; 
OAT) (46)、頂膜ナトリウム依存性胆汁酸トランスポーター (apical sodium-dependent bile acid 
transporter; ASBT) (47, 48)、モノカルボン酸トランスポーター (monocarboxylate transporter; 









いた透過性試験が記載されている(24, 53, 54)。すなわち、Apical側に薬物を添加し Basal側
からサンプリングする試験 (AtoB試験) と、Basal側に薬物を添加し Apical側からサンプリ
ングする試験 (BtoA試験) を実施し、式 (1) を用いてそれぞれ Pappを算出する。AtoB試験
の Pappに対して BtoA 試験の Pappの比が 2以上の場合に P-gp 基質と判断することとされて









受動拡散により膜透過する薬物を想定し、式 (5) および式 (8’)‐(16’) を用いて、
Apical側に薬物を添加120分後までのApical側の薬物濃度推移をシミュレーションした。
PS1/Fu1 (=PS2/Fu2=PS3/Fu2=PS4/Fu3) の値を 0.66、1.98、6.6、19.8、33 × 10-6 mL/sの5段階に変
化させ、Fu1、Fu2、Fu3は1に設定した。これらの値は、式 (20) において24wellプレートを想
定し、S=0.33 cm2とすると、Pappとして1、3、10、30、50 × 10-6 cm/sに相当し、種々の薬物で
報告されているPappの範囲 (図3) に設定した。また、24wellプレートを想定し、V1はメーカ
ー推奨液量である100 Lと限界液量である250 Lに設定した。V2は24wellプレートの表面積





受動拡散により膜透過する薬物とP-gp基質を想定し、式 (5)‐(7) および式 (8’)‐(16’) 
(受動拡散により膜透過する薬物) あるいは式 (8’’)‐(16’’) (P-gp基質) を用いて、Fu2を変化
させた時のApical側、細胞内、Basal側の薬物濃度推移をシミュレーションした。Fu1および
Fu3 は 1 に 設 定 し た 。 受 動 拡 散 に よ り 膜 透 過 す る 薬 物 に お い て は PS1/Fu1 
(=PS2/Fu2=PS3/Fu2=PS4/Fu3) を3.3 × 10-6 mL/sとし、P-gp基質においてはdigoxinやcyclosporine
の文献値 (39, 58) に基づいて非結合形薬物の細胞内からApical側への排出クリアランス 
(PS2/Fu2) が受動拡散による膜透過クリアランス (PS1/Fu1=PS3/Fu2=PS4/Fu3) の10倍であると
仮定し、PS1/Fu1 (=0.1×PS2/Fu2=PS3/Fu2=PS4/Fu3) を18.2 × 10-6 mL/sとした。これらの値は、式 




V1は250 L、V2は0.9 L、V3は600 Lとした。 
 
2.3 Basal側薬物濃度推移における直線領域のシミュレーション 
式 (14’)‐(16’) (受動拡散により膜透過する薬物) あるいは式 (14’’)‐(16’’) (P-gp基質) 
を用いて、Basal側薬物濃度推移における直線領域の開始時間 (t=3/) と終了時間 (t=0.3/) 
に及ぼす膜透過クリアランスと細胞内結合の影響をシミュレーションした。 
受動拡散により膜透過する薬物においてはPS1/Fu1 (=PS2/Fu2=PS3/Fu2=PS4/Fu3) を0.066、
0.198、0.66、1.98、6.6、19.8、33 × 10-6 mL/sとし、P-gp基質においてはPS1/Fu1 (=0.1 × 
PS2/Fu2=PS3/Fu2=PS4/Fu3) を0.364、1.09、3.64、10.9、36.4、109、182 × 10-6 mL/sとした。こ
れらの値は、式 (20) においてS=0.33 cm2とすると、Pappとして0.1、0.3、1、3、10、30、50 × 
10-6 cm/sに相当し、種々の薬物で報告されているPappの範囲 (図3) に設定した。2.2と同様に、
Fu1およびFu3は1とし、Fu2は0.01、0.1、1の3段階に変化させ、V1は250 L、V2は0.9 L、V3














式 (5) および式 (8’)‐(16’) を用いて、Apical側の薬物濃度推移をシミュレーション
した。V2=0.9 L、V3=600 Lとし、V1を100、250 Lの2段階に、Pappを1、3、10、30、50 × 
10-6 cm/sの5段階に変化させた。 
 












0 30 60 90 120












時間 (分) 時間 (分)
: Papp=1 x 10-6 cm/s
: Papp=3 x 10-6 cm/s
: Papp=10 x 10-6 cm/s
: Papp=30 x 10-6 cm/s
: Papp=50 x 10-6 cm/s
V1 (μL)
Papp (× 10-6 cm/s)
1 3 10 30 50
100 3.30 7.84 21.5 48.7 64.4





















式 (5)‐(7) および式 (8’)‐(16’) (A: 受動拡散により膜透過する薬物) あるいは式 
(8’’)‐(16’’) (B: P-gp基質) を用いて、Apical側、細胞内、Basal側の濃度推移をシミュレー
ションした。Papp=5 × 10-6 cm/s、V1=250 L、V2=0.9 L、V3=600 L、Fu1=Fu3=1とし、Fu2
を 1、0.1、0.01の 3段階に変化させた。 
 
3.3 Basal側薬物濃度推移における直線領域のシミュレーション 
式 (14’)‐(16’) (受動拡散により膜透過する薬物) あるいは式 (14’’)‐(16’’) (P-gp基質) 
を用いて、Basal側薬物濃度推移における直線領域の開始時間 (t=3/) と終了時間 (t=0.3/) 
に及ぼす膜透過クリアランスと細胞内結合の影響をシミュレーションした結果を図 10に示
す。 
受動拡散により膜透過する薬物および P-gp 基質のいずれにおいても、Basal 側薬物濃
度推移における直線領域の開始時間 (t=3/は、Pappが大きくなるに従って早くなり、Fu2が



















































図 10  Basal側薬物濃度推移における直線領域の開始時間 (t=3/) と終了時間 (t=0.3/) 
に及ぼす膜透過クリアランスと細胞内結合の影響 
 
式 (5)‐(7) および式 (8’)‐(16’) (受動拡散により膜透過する薬物) あるいは式 (8’’)‐
(16’’) (P-gp基質) を用いて、Basal側薬物濃度推移における直線領域の開始時間 (t=3/) と
終了時間 (t=0.3/) に及ぼす膜透過クリアランスと細胞内結合の影響をシミュレーション
した。V1=250 L、V2=0.9 L、V3=600 L、Fu1=Fu3=1とし、Fu2を 1、0.1、0.01の 3段階























































上述のように、式 (1) による Papp評価のための前提条件の一つとして、Apical 側の薬
物濃度変化は小さいことが仮定されている(11)。この前提条件について検証する目的で、第
1 章で求めた解析解を用いて Apical 側薬物濃度推移のシミュレーションを行った。その結
果、Apical側の薬物濃度変化は Pappと Apical側の液量に依存し、Apical側の液量が少ない場
合に、Pappが大きい薬物の Apical側濃度はインキュベーション時間中に大きく減少すること
がわかった (図 8、表 1) 。トランスウエルのメーカーから公表されているプロトコールで
は 24wellの場合、Apical側の液量として 100 μLが推奨されており(59)、Caco-2細胞透過性
試験において Apical側の液量を 100 μLに設定している報告例も多い(60)。本研究の結果よ
り、Pappが 30 × 10-6 cm/sの薬物では、Apical側の液量が 100 μLのとき、120分のインキュ
ベーション時間中に Apical側の濃度が約 50％低下し、Apical側の液量を 250 μLとしても、
Apical側の濃度は約 25％低下することがシミュレーションされた (図 8、表 1) 。このこと
から、式 (1) による Papp評価において Apical 側の濃度変化を考慮する必要があることが示
唆された。 
Basal 側薬物濃度推移における直線領域の開始時間と終了時間に及ぼす Pappと Fu2の影
響をシミュレーションした結果、直線領域の開始時間はその両者によって影響を受けるこ
とが明らかとなった (図 10) 。一般的に、経細胞輸送試験ではインキュベーション時間を 60
～180分間に設定する場合が多い(60)。仮にインキュベーション時間を 120分間とすると、
受動拡散により膜透過する薬物において Pappが 2.8 × 10-7 cm/s以下の場合、Fu2が 1であっ
ても、直線領域はインキュベーション時間中に始まらないことがシミュレーションされ (図
10) 、Fu2が小さくなるにしたがって直線領域の開始がさらに遅くなった。Fu2が 0.01 の場













る Pappとヒト吸収率は相関することが報告されており (図 3) (14)、Pappが 1 × 10-6 cm/s以下
の薬物は吸収率が約 30％以下と低く、10 × 10-6 cm/s以上の薬物は吸収率が約 90％以上と高
いことが予測される。しかし、Pappが 1～10 × 10-6 cm/sの範囲においては、予測吸収率は約
30～90％と変動が大きく、Pappを正確に評価することが求められる。この範囲では、Fu2が 1
に近い薬物において直線領域の開始時間は 30分以内であり、直線領域終了時間は 120分を
超えることがシミュレーションにより明らかとなった (図 10) 。すなわち、細胞内結合が弱
く膜透過性が中程度の薬物については、従来法により 120 分後の Basal 側濃度のみから式 
(1) に基づいて Pappを算出しても、過小評価の可能性は小さいと考えられた。 
Pappの値が等しいとき、受動拡散により膜透過する薬物と比べて、P-gp基質では直線領
域の開始時間および終了時間が早くなる傾向を示した (図 9Bおよび 10B) 。例えば、Fu2が
0.01、Pappが 1 × 10-5 cm/sの場合、直線領域の開始時間は受動拡散により膜透過する薬物で
は 300分、P-gp基質では 11分とシミュレーションされた。また、直線領域の終了時間が 120
分より遅いための Pappの最低値は、受動拡散により膜透過する薬物では 2.5 × 10-5 cm/sであ
ったのに対し、P-gp基質では 6.1 × 10-6 cm/sであった。この理由は、同じ Pappを示す薬物に
おいて、PS2/Fu2=10 × PS1/Fu1のとき、P-gp基質の PS1/Fu1と PS2/Fu2は受動拡散により膜透

























パク結合率が大きく異なる薬物を選択した (表 2、3、4) 。具体的には、受動拡散により膜
透過する薬物として atenolol (clog P: 0.22) 、metoprolol (clog P: 1.95) 、propranolol (clog P: 3.48)  
(29, 39)、P-gp 基質として digoxin (clog P: 1.36) 、cyclosporine (clog P: 3.54) 、verapamil   







およびHionic-Fluor®はPerkinElmer Life and Analytical Sciences (MA、USA) から購入した。牛
血清アルブミン (BSA) 、L-グルタミン、ペニシリン-ストレプトマイシン-グルタミン 
(100X) は  Sigma-Aldrich Corp. (MO、 USA) から購入した。 4- (2-hydroxyethyl) -1-
piperazineethanesulfonic acid (HEPES) はDojindo Laboratories (Kumamoto、Japan) から購入し
た。Hank's balanced salt solution (HBSS) はNissui Pharmaceutical Co., Ltd. (Tokyo、Japan) から
購入した。Non-essential amino acids solution 10 mM (100x) (Neaa) およびDulbecco’s Modified 
Eagle’s Medium (DMEM) はLife Technologies Corp. (CA、USA) から購入した。ウシ胎児血清 
(FBS) は Hyclone Laboratories Inc. (UT、USA) から購入した。塩化ナトリウムはNacalai 
Tesque Inc. (Kyoto、Japan) から購入した。絶食時小腸内模擬腸液  (FaSSIF) (3 mM Na 
taurocholate、0.2 mM lecithin、34.8 mM水酸化ナトリウム、68.62 mM塩化ナトリウムおよび
19.12 mMマレイン酸) はCeleste Corp. (Tokyo、Japan) から購入した。その他の試薬は市販の
最高品質のものを購入した。 
 
2.2  Caco-2細胞透過性試験 
2.2.1 細胞培養 
液体窒素内保存している Caco-2細胞 (CACO-2 Lot No.028  (Passage 51) Riken BRC Cell 
Bank) を融解した後、24wellのトランスウエル (Corning HTS Transwell、pore size 0.4 μm、 
polycarbonate membrane) の膜上に 1.0 × 105 cells/wellの濃度で播種し、温度 37℃、5% CO2に
維持されたインキュベータ内で、10% FBS、ペニシリン-ストレプトマイシン-グルタミン 
(100x) 、L-グルタミン塩化ナトリウム溶液および Neaa を含む DMEMで培養した。培地は




2.2.2 経上皮電気抵抗 (TEER) 測定 
Apical側の培地を吸引により取り除いた後、37℃に加温したHBSS/HEPES緩衝液 (pH 
7.4) で細胞を3回洗浄し、Basal側の培地もHBSS/HEPES緩衝液に置換した。Millicell-ERS 
(Merck Millipore Corporation、Darmstadt、Germany) を用いて各wellのTEERを測定し、1000
Ω (330Ω×cm2) 以下のものは除外した(62)。 
 
2.2.3  経細胞輸送試験 
受動拡散により膜透過する薬物であるatenolol、metoprolol、propranololについてはApical
側からBasal側への輸送試験 (AtoB試験) を行い、P-gp基質であるdigoxin、cyclosporine、
verapamilについてはAtoB試験とBasal側からApical側への輸送試験 (BtoA試験) を行った。 
AtoB試験はTEER測定後、Apical側およびBasal側のHBSS/HEPES緩衝液を吸引除去し、
4％BSAを含むHBSS/HEPES緩衝液 (pH 7.4) をBasal側に600 μL添加した。その後、37℃で30
分間、220 rpmで振盪しながらプレインキュベーションを行った。Apical側に10 M 
[3H]atenolol、10 M [3H]metoprolol、10 M [3H]propranolol、0.1 M [3H]digoxin、0.1 M 




4％BSAを含むHBSS/HEPES緩衝液 (pH 7.4) をApical側に250 μL添加した。その後、37℃で
30分間、220 rpmで振盪しながらプレインキュベーションを行った。Basal側に0.1 M 
[3H]digoxin、0.1 M [3H]cyclosporineまたは0.1 M [3H]verapamil を含むFaSSIF/HEPES緩衝液 







細胞溶解液および Apical側と Basal 側から採取したサンプルをシンチレーションバイ
アルに移し、シンチレーションカクテル (Hionic-Fluor®) 4 mLを加えて液体シンチレーショ
ンカウンター (型式: TRI-CARB 3110TR、PerkinElmer Life and Analytical Sciences) で放射能
を測定した。細胞内全薬物量を細胞内容量 0.9 L (序論参照) で除することにより細胞内薬
物濃度を算出した。すべての経細胞輸送試験は triplicateで実施した。 
 
2.3 Basal側における薬物の非結合形分率 (Fu3) 測定 











(5)‐(7) 、 (8’)‐(16’) に同時に当てはめ、非線形最小二乗法によりFu2およびPS1/Fu1の最適
値を求めた。Apical側にタンパク質は存在しないことからFu1=1と設定した。Digoxin、 
cyclosporine、verapamilについてはAtoB試験およびBtoA試験の結果を式 (5)‐(7) 、 (8’’)‐





1.2® (SAAM Institute、WA、USA) を使用して重みづけ1/yで実施した。得られたパラメータ
の最適値を用いて、式 (14’)‐(15’) および式 (14’’)‐(15’’) に基づいて、Basal側濃度推移 





2.5 薬物の脂溶性 (clog P) と Fu2の関係 
各薬物の Fu2の最適値を clog Pに対してプロットし、両者の相関関係を評価した。各
薬物の clog Pは digoxinを除いて、既報の値を使用した(41)。Digoxinの clog Pは、ADMET 





3.1 Basal側における薬物の非結合形分率 (Fu3)  
平衡透析により測定した各薬物の Fu3の値は 0.023 (cyclosporine) ～0.870 (atenolol) の







受動拡散により膜透過する 3つの薬物 (atenolol、metoprolol、propranolol) の Apical側、
細胞内、Basal側の濃度推移と当てはめ曲線を図 11に、当てはめ計算による解析結果と各薬
物の clog P 値を表 3 に示す。いずれの薬物についても、各部位の濃度推移の当てはめ曲線
は実測値とよく合っていた。Fu2は、propranololでは atenololの 1/100程度と薬物によって大
きく異なり、clog Pが大きい薬物ほど小さい値となった。直線領域の開始時間 (3/α) につい
ても、metoprololが 7分、propranololが 38分と、薬物によって大きく異なっていた。また、
終了時間 (0.3/β) は metoprololが 62分、propranololが 72分となり、これらの薬物では 120
分のインキュベーション時間内に直線領域は終了することが明らかとなった。式 (20) によ












図 11 受動拡散により膜透過する薬物の Caco-2細胞透過性試験における各部位の濃度推
移 
 
4％BSA を含む HBSS/HEPES 緩衝液 (pH 7.4) を Basal 側に、10 M [3H]atenolol、10 
M [3H]metoprololあるいは 10 M [3H]propranololを含む FaSSIF/HEPES 緩衝液 (pH7.4) を
Apical側に添加し、37℃インキュベーションし、30、60、90、120分後に Apical側、細胞内、
Basal 側の放射能濃度を測定した。各部位の濃度推移を式 (5)‐(7) 、式 (8’)‐(16’) に同時
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表 3 受動拡散により膜透過する薬物の Caco-2細胞透過性試験解析結果 
 
1): 式 (20) より算出 























Atenolol 0.22 1.35±0.14 0.566±0.024 9.81 29.4 3242 0.858 0.757
Metoprolol 1.95 0.106±0.003 29.9±1.0 2.34 7.02 62.4 45.3 34.1







3つの P-gp基質 (digoxin、cyclosporine、verapamil) の AtoB試験と BtoA試験における
Donor 側、細胞内、Reciever 側の濃度推移と当てはめ曲線を図 12 に、当てはめ計算による
解析結果と各薬物の clog P 値を表 4 に示す。いずれの薬物についても、各部位の濃度推移
の当てはめ曲線は実測値とほぼ合っていた。Digoxin および cyclosporine の細胞内濃度につ
いては、低値のために測定誤差が大きく、当てはめ曲線と実測値の差が大きくなったものと
考えられる。 
P-gp基質においても受動拡散により膜透過する薬物 (表 3) と同様に、clog Pが大きい
薬物では Fu2が小さく、特に cyclosporineの Fu2は約 0.002ときわめて小さい値となった (表
4) 。AtoB 試験における直線領域の開始時間は 9.3 分 (digoxin) から 320 分 (cyclosporine) 
と P-gp基質においても薬物により大きく異なった。Cyclosporineでは AtoBおよび BtoA試
験のいずれにおいても直線領域の開始時間は 300 分を超えており (表 4) 、120 分までのイ
ンキュベーション時間内に直線領域は始まらないことが明らかとなった。また、終了時間
は verapamil では AtoB 試験において 106 分となり、120 分のインキュベーション時間内に
直線領域は終了することが明らかとなった。式 (20) により算出した Pappは、従来の方法に
より 120 分後の Basal 側濃度から式 (1) を用いて算出した Papp と比較して、digoxin、






図 12  P-gp基質の Caco-2細胞透過性試験における各部位の濃度推移 
 
AtoB試験においては4％BSAを含むHBSS/HEPES緩衝液 (pH 7.4) をBasal側に、0.1 μM 
[3H]digoxin、0.1 μM [3H]cyclosporineあるいは0.1 μM [3H]verapamil を含むFaSSIF/HEPES緩衝
液 (pH7.4) をApical側に添加した。BtoA試験においては4％BSAを含むHBSS/HEPES緩衝液 
(pH 7.4) をApical側に、 0.1 μM [3H]digoxin、 0.1 μM [3H]cyclosporineあるいは 0.1 μM 
[3H]verapamil を含むFaSSIF/HEPES緩衝液 (pH7.4) をBasal側に添加した。37℃でインキュベ
ーションし、30、60、90、120分後にApical側、細胞内、Basal側の放射能濃度を測定した。






































































表 4 P-gp基質の Caco-2細胞透過性試験解析結果 
 
1): 式 (20) より算出 
































Digoxin 1.36 0.111±0.015 4.45±0.12 39.3±2.6 3.09 9.26 1177 3.09 9.28 682 1.37 1.46
Cyclosporine 3.54 0.00213±0.00053 6.63±0.46 49.3±11.9 106 319 1724 124 371 514 2.38 0.460








3.3 薬物の脂溶性 (clog P) と Fu2の関係 
対象とした薬物の clog Pと Fu2の最適値との相関を図 13に示す。受動拡散により膜透
過する薬物および P-gp基質について、同じグラフにプロットした。Fu2は薬物の clog Pと有
意な負の相関関係を示すことが明らかとなった。 
 
図 13 薬物の細胞内非結合形分率 (Fu2) と clog Pとの関係 
Caco-2細胞透過性試験における Apical側、細胞内、Basal側薬物濃度を式 (5)‐(7) 
および式 (8’)‐(16’) あるいは式 (8’’)‐(16’’) に当てはめることにより、細胞内非結合形
分率 (Fu2) の最適値を算出した。各薬物の clog Pは digoxinを除いて、既報の値を使用し




















受動拡散により膜透過する薬物  (atenolol、metoprolol、propranolol) およびP-gp基質 
(digoxin、cyclosporine、verapamil) についてCaco-2細胞透過性試験を実施し、Apical側、細胞
内、Basal側の濃度推移を1章で構築したモデルに当てはめた結果、当てはめ曲線は実測値と











在しないことがわかった (図12、表4) 。AtoB試験における120分後のBasal側濃度のみから式 















告されており(63, 64)、これらの薬物は脂溶性 (表3、4) や血漿タンパク結合率 (表5) が高い
ことから、細胞内マトリックスとも強く結合することが考えられる (図14) 。本研究におい

































































P-gp基質 (digoxin、cyclosporine、verapamil) を用いて、Caco-2細胞の Apical側に薬物を添
加する透過性 (AtoB) 試験を行い、Apical側、細胞内、Basal側の濃度推移を本モデルに当
てはめることにより、膜透過クリアランスおよび Fu2の最適値を算出した。P-gp基質につ




域が始まるのに対し、脂溶性 (cLog P) の大きい薬物では Fu2の値が小さく、直線領域の開
始時間が遅れる傾向が見られた。Cyclosporineでは AtoB試験および BtoA試験のいずれに
おいても 120分のインキュベーション時間内に直線領域は始まらず、AtoB試験において
120分後の Basal側濃度から従来の方法により算出した Pappは 5.2倍の過小評価となった。
一方、metoprolol、propranololおよび verapamilでは 120分のインキュベーション時間の途
中で直線領域が終了することが明らかとなった。   
















平均分子量の増加に伴い脂溶性も増加し、2000年代において平均 Log Pが約 3であり、最
大で Log P が 6を超える化合物も存在することが報告されている(6)。創薬段階における in 
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